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 RESUMO 
Uma vez admitindo-se que o conhecimento da regulação dos mecanismos de 
formação e reabsorção óssea é crucial na busca de alternativas terapêuticas 
em doenças como a osteoporose, a biologia molecular surge como ferramenta 
interessante e, indispensável para alcançar tal objetivo. Dentre esses 
marcadores genéticos, os polimorfismos associados ao gene do receptor de 
estrogênio alfa (REα) e ao gene da Apolipoproteína “E” (ApoE) têm recebido 
maior atenção nos últimos anos. O objetivo deste estudo foi analisar a 
expressão dos polimorfismos PvuII (CT nt -397) e XbaI (GA nt -351) 
presentes no gene do REα e dos polimorfismos presentes no gene da ApoE 
(HhaI - ε2, ε3 e ε4) em populações de mulheres pós-menopausadas, 
associando estas alterações gênicas, seus perfis clínicos e bioquímicos com a 
osteoporose. Após análise dos resultados obtidos, o SNP PvuII, do gene do 
RE, está relacionado com a baixa Densidade Mineral Óssea (DMO), sendo 
este efeito mais observado em mulheres com idade mais avançada. O alelo P, 
contudo, correlaciona-se fortemente com alta DMO (p<0,05) em toda a 
população estudada, e se reproduz quando analisada a população com idade 
acima de 65 anos, sugerindo um papel protetor à perda de massa mineral 
óssea. No SNP XbaII do mesmo gene, observou-se uma associação 
significativa do alelo x em concentrações de triglicerídeos e de lipídios totais, 
além da dependência da idade dos pacientes e do Índice de Massa Corporal 
(IMC). Já o SNP HhaI, no gene da APOE, o alelo E2 pode estar relacionado 
como um fator de risco para a baixa DMO, e o alelo E3 pode estar relacionado 
como um fator protetor em relação à DMO. Esses resultados contribuem para 
uma melhor compreensão sobre a expressão de genes relacionados à 
osteoporose e podem fornecer subsídios para uma melhor determinação 
prognóstica da enfermidade, além de racionalização da conduta terapêutica a 
ser escolhida, proporcionando uma melhor qualidade de vida de pacientes já 
na pós-menopausa. 
 
 
Palavras-chave: Polimorfismo; Receptor de Estrogênio alfa, Apolipoproteína E, 
Menopausa e Osteoporose. 
 
 ABSTRACT 
Since that assuming the knowledge of the regulatory mechanisms of bone 
formation and resorption is crucial in the search for alternative therapies in 
diseases such as osteoporosis, molecular biology emerges as interesting tool 
and essential to achieving this goal. Among these genetic markers, gene 
polymorphisms associated with estrogen receptor alpha (ERα) and the gene 
Apolipoprotein " E" (ApoE) have received increased attention in recent years. 
The aim of this study was to analyze the expression of polymorphisms PvuII 
(CT nt -397) and XbaI (GA nt -351) gene present in REα and 
polymorphisms in the gene ApoE (HhaI - ε2 , ε3 and ε4) in populations of 
postmenopausal women, associating these gene alterations, and their clinical 
and biochemical profiles with osteoporosis. After analyzing the results obtained, 
the PvuII SNP in the gene of ERα is related to low BMD, and this effect is most 
noticeable in women with advanced age. The P allele, however, correlates 
strongly with high BMD (p < 0.05) in the whole population studied and 
reproduced when analyzing the population aged over 65 years, suggesting a 
protective role in the loss of bone mineral. In XbaII SNP, of same gene, a 
significant association of allele x at concentrations of triglycerides and total 
lipids and dependence on patient age and Body Mass Index (BMI) was 
observed. On the other hand, for SNP HhaI, ApoE gene, the E2 allele may be 
associated as a risk factor for low BMD, and E3 allele may be associated as a 
protective factor in relation to BMD. These results contribute to a better 
understanding of the expression of genes related to osteoporosis and can 
provide information for better prognostic determination of the disease as well as 
rationalization of therapeutic conduct to be chosen, providing a better quality of 
life for postmenopausal patients. 
 
 
 
Keywords: Polymorphism, Estrogen Receptor Alpha, Apolipoprotein E, 
Menopause and Osteoporosis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O envelhecimento é um processo natural que ocorre em todos os seres vivos. A 
população humana também padece deste evento e, atualmente, apresenta uma 
tendência a comportar um número crescente de idosos. Em países como o Reino 
Unido e Suécia, o número de pessoas acima de 65 anos de idade já supera os 15% 
de sua população, enquanto, em países menos desenvolvidos, essa taxa fica em 
torno de 6% (KISNELLA, 1988). No Brasil, por exemplo, estima-se que a proporção 
de idosos (maior de 65 anos) saltará de 5,1% em 2000, para 14,2% em 2050, 
percentual comparável a países europeus (MACHADO, 1993). Entretanto, a 
população de idosos, no Brasil, em números absolutos, é maior que o número de 
idosos de alguns países desenvolvidos (JÚNIOR, 2000). A este crescimento da 
população idosa pode-se associar um aumento da incidência de doenças crônico-
degenerativas, como a Doença de Alzheimer, as enfermidades do sistema 
cardiovascular, o câncer e a osteoporose.  
A osteoporose é uma das principais Doenças Associadas ao Envelhecimento (DAE) 
que já atinge hoje um número considerável de indivíduos no mundo, afligindo 
majoritariamente mulheres após a menopausa. Devido ao envelhecimento 
populacional especula-se que esta mazela possa configurar uma das enfermidades 
mais incidentes ainda na primeira metade deste século. Portanto, a casuística da 
osteoporose tende a aumentar numa proporção semelhante também em nosso país. 
Na União Europeia, uma pessoa sofre de fraturas resultantes da osteoporose a cada 
30 segundos (IOF, 2008). A Organização Mundial de Saúde (World Health 
Organization - WHO,1994) define a osteoporose como uma redução da Densidade 
Mineral Óssea (DMO) associada a uma deterioração da microarquitetura óssea, 
tornando o tecido ósseo enfraquecido e aumentando a susceptibilidade a fraturas 
e/ou microfraturas espontâneas (Figura 1). Outros fatores como a idade, o uso de 
alguns medicamentos, histórico familiar de fratura por fragilidade e/ou baixo índice 
de massa corporal também são componentes importantes para o aumento da morbi-
mortalidade da doença (KANIS, 2001).  
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Figura 1 - Osso normal e osteoporótico respectivamente. 
Fonte: International Osteoporosis Foundation - IOF, 2008.   
A elevada susceptibilidade destes pacientes às fraturas é o que gera a alta morbi-
mortalidade da osteoporose. O tipo e a localização da fratura influenciam na 
qualidade de vida e sobrevida dos pacientes. Estima-se que, entre as mulheres 
osteoporóticas de idade superior a 65 anos acometidas de fraturas no fêmur ou 
quadril, 50% não voltem a andar e 20% evoluam para o óbito em menos de dois 
anos após fratura (LISCUM, 1992). As lesões do colo de fêmur são as mais graves, 
podendo levar ao óbito entre 10 a 20 % das mulheres pós-menopausadas durante o 
primeiro ano após a fratura. Dor nas costas, cifose e diminuição da estatura (Figura 
2) também são possíveis conseqüências das fraturas de vértebras. A morbidade da 
20 
 
osteoporose é também alta, estando principalmente relacionada à incapacidade de 
deambulação de forma independente, resultando num impacto socioeconômico 
grande em uma parcela significante da população (WANNMACHER, 2004).  
 
        
 
Figura 2 - Diminuição da estatura com a evolução da idade e da osteoporose. 
Fonte: WANNMACHER, 2004. 
 
O custo financeiro da osteoporose, portanto, é difícil de ser estimado com precisão, 
porque incluem gastos hospitalares, cuidados na residência por tempo prolongado, 
medicamentos e outros custos indiretos, como perda de dias de trabalho e o 
desenvolvimento de novas estratégias farmacológicas (WHO, 2000). Em um estudo 
pioneiro no Brasil, KOWALSKI e colaboradores (2001) acompanharam, durante um 
ano, os custos totais (diretos e indiretos), sob a perspectiva da sociedade, do 
tratamento de 100 pacientes com osteoporose pós–menopausa atendidas no 
ambulatório de Reumatologia / Osteoporose da Universidade Federal de São Paulo 
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(UNIFESP), e constataram que a média / paciente / ano foi de R$ 908,19. De acordo 
com BURGE e colaboradores (2007), o custo total (direto e indireto) com sistemas 
de saúde associados à osteoporose foi estimado em U$ 17 bilhões no ano de 2005 
somente nos Estados Unidos da América, constituindo, portanto, uma aflição com 
um ônus socioeconômico. 
O diagnóstico da osteoporose é feito radiologicamente ou, preferencialmente, pela 
medida da Densidade Mineral Óssea (DMO) pela absorciometria por dupla emissão 
de raios X (Dual-energy X-ray Absorptiometry - DXA), que mede a absorção de 
fótons de uma fonte de raios X, para estimar a quantidade de conteúdo de mineral 
no osso, de acordo com os critérios densitométricos da Organização Mundial da 
Saúde (1994) (Tabela 1). 
No entanto, a alta sensibilidade do método para o diagnóstico da DMO não se 
relaciona diretamente à predição do risco de fraturas. Uma metanálise de 11 estudos 
com avaliação de mais de 2.000 fraturas concluiu que o DXA não é capaz de 
identificar, sozinho, indivíduos sob risco de fratura (GRAZIANO; MAIA, 1999). 
Ademais, ainda não se possui um fator fidedigno para a predição do risco de fraturas 
em mulheres menopausadas (WHO, 1994).  
 
___________________________________________________________________ 
Tabela 1 - Critérios Densitométricos da Organização Mundial da Saúde*: 
*Critérios estabelecidos para coluna lombar, colo do fêmur e 1/3 médio do rádio. 
___________________________________________________________________ 
Categoria      Escore T 
Normal      até -1 
Osteopenia      entre -1 e -2,5 
Osteoporose     < -2,5 
Osteoporose estabelecida   < -2,5 associada à fratura de fragilidade 
__________________________________________________________________ 
Fonte: World Health Organization - WHO, 1994. 
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Resumidamente, o rápido envelhecimento da população aliado à baixa velocidade 
no desenvolvimento de novos e eficientes métodos de prevenção e de tratamento da 
osteoporose - com alta morbi-mortalidade associada - faz com que este cenário se 
agrave ainda mais, configurando um sério problema de saúde pública. A 
identificação de marcadores que sejam capazes de determinar o risco associado à 
doença e de predizer a ocorrência de fraturas é de suma importância para o 
tratamento da osteoporose, doença esta que tende a configurar uma das mais 
prevalentes do mundo atual.  
A osteoporose é uma doença decorrente de muitos fatores. Apenas recentemente, 
no entanto, os mecanismos genéticos associados à osteoporose têm sidos 
esclarecidos (LIU et al., 2003; FERRARI, 2008). Alguns destes mecanismos têm 
importantes implicações para a fisiopatologia e o tratamento da osteoporose. 
Ademais, uma importância ímpar está sendo atribuída aos fatores genéticos de 
baixa penetrância, como os polimorfismos genéticos, encontrados em alguns genes 
associados ao metabolismo ósseo e mineral, como potenciais preditores 
prognósticos e possíveis novos alvos terapêuticos na osteoporose. Mutações e 
polimorfismos em genes como os que codificam os receptores de vitamina D (RVD), 
o fator de crescimento insulina símile tipo 1 (IGF-1), a interleucina 6 (IL-6), a 
apolipoproteína E (APOE) e os receptores de estrogênio  e  (RE e ), mostram 
alta correlação com a baixa DMO durante a senescência (LIU et al., 2003). Alguns 
estudos têm buscado identificar as variantes genéticas que predizem o risco para 
osteoporose, incluindo pesquisas genômicas e candidatos gênicos. Nesta busca o 
gene da Apolipoproteína “E” (APOE) e o gene do receptor de estrogênio alfa (REα) 
têm recebido maior atenção nos últimos anos (SCHILLING et al., 2005). 
 
 
 
 
23 
 
2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 METABOLISMO ÓSSEO 
 
No tecido ósseo repousa a origem da osteoporose. Os ossos são tecidos 
extremamente ativos ao longo de toda a vida. Os mesmos cumprem não só o papel 
de sustentação do sistema muscular como também representam o principal estoque 
orgânico de cálcio (Ca2+), magnésio (Mg2+) e fosfato (Pi) no organismo. Ademais, os 
ossos também propiciam proteção para órgãos chaves, como coração, cérebro e 
medula óssea. Para exercer este papel, o tecido ósseo se organiza 
microscopicamente num arranjo denominado microarquitetura óssea. A 
microarquitetura óssea é formada pela composição entre o número e espessura das 
trabéculas (espaços entre o tecido mineralizado) e as pontes teciduais formadas 
entre elas. A integridade da microarquitetura influi sobre a resistência óssea, e sua 
deterioração pode atuar como importante fator de risco, independente da densidade 
mineral óssea, de fraturas (JÚNIOR, 2000).  
 
2.1.1 FISIOPATOLOGIA ÓSSEA 
 
Ao longo da vida a microarquitetura tecidual óssea é constantemente mudada, 
apresentando intensa atividade de formação e destruição – dependendo das 
necessidades do organismo – num equilíbrio que se denomina remodelamento 
ósseo. Este mecanismo é regulado majoritariamente pelo sistema endócrino – 
ressaltando-se o papel dos hormônios da tireóide (T3 e T4), do hormônio do 
crescimento (do inglês Growth Hormone, ou GH) e hormônios sexuais femininos e 
masculinos – e também por interações restritas ao próprio tecido ósseo, através de 
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fatores de crescimento de ação parácrina e autócrina (SZEJNFELD, 2000). No 
esqueleto em desenvolvimento, a atividade anabólica do tecido ósseo (formação) é 
primariamente voltada para o crescimento e o modelamento ósseo, processos pelos 
quais os ossos atingem suas formas e tamanhos maduros. Nesta fase, tanto os 
fatores endócrinos quanto teciduais exercem um papel importante nesta formação. 
No esqueleto adulto, o crescimento e modelamento são reservados apenas para 
reparar fraturas e microfraturas decorrentes de traumas ou para suprir necessidades 
dos íons Ca2+, Mg2+ e Pi disponíveis neste tecido, passando então a orquestração 
deste processo a uma interação entre as células que formam e destroem o tecido 
ósseo (SZEJNFELD, 2000). O remodelamento ósseo, entretanto, está presente 
durante toda a vida de indivíduos saudáveis. 
O remodelamento ósseo no indivíduo maduro é consequentemente, um processo 
contínuo de destruição e renovação do tecido, primariamente relacionado à 
homeostase de cálcio e fósforo, mas também que permite a remoção de osso 
“velho” e a troca por osso “novo”. O processo dá-se em unidades de remodelamento 
ósseo - denominado ósteon - e caracteriza-se por acoplamento das funções dos 
osteoblastos (células formadoras de osso) e osteoclastos (células destruidoras de 
tecido ósseo) (MARIE et al., 2001; PARFITT et al., 1993; POGODA et al., 2005). O 
ciclo completo de remodelamento ósseo, do início da reabsorção até a 
mineralização da nova matriz formada no ósteon, completa-se, geralmente, dentro 
de 8 a 12 semanas (SHANE; BILEZIKIAN, 1995). 
Os osteoblastos são células formadoras da matriz e indutoras de mineralização, e 
diferenciam-se a partir de células mesenquimais pluripotentes, que também é a 
precursora de células musculares, adipócitos e fibroblastos. Este evento é 
controlado por fatores de crescimento e de transcrição específicos dos osteoblastos, 
através de mecanismos ainda pouco conhecidos. Contudo, já é sabido que existem 
genes específicos de osteoblastos que modulam a diferenciação de sua progênie 
mesenquimal. Um destes genes é denominado Cbfa1/Runx2, um membro da família 
dos fatores de ligação central, que codifica um fator de transcrição que induz a 
diferenciação dos osteoblastos. O fator de transcrição Cbfa1/Runx2 é o mais 
precoce e específico indicador de osteogênese, e sua expressão é induzida pela 
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proteína morfogenética óssea 7 (BMP-7), seguida da expressão de osteocalcina e 
de osteopontina, proteínas estas que constituem o molde para a mineralização 
chamado de osteóide (KIERZENBAUM, 2008). Os osteoblastos, então, depositam o 
osteóide ao longo do espaço existente entre estas células e o osso já formado. 
Ademais, os osteoblastos iniciam e controlam o processo de deposição dos íons 
cálcio ao longo do osteóide orgânico, o que culmina na impregnação de um sal 
composto de cálcio, fosfato e magnésio (DUCY; SCHINKE; KARSENTY, 2000) 
denominado hidroxiapatita - Ca10(PO4)6(OH)2 - (MAVROPOULOS, 1999). A esta 
matriz mineralizada, portanto, atribui-se a dureza física dos ossos e influenciando 
também as propriedades elásticas deste tecido (SIMÕES; BARACAT, 2000). 
Os osteoclastos, por sua vez, são células multinucleadas formadas da fusão de 
progenitores mononucleares (oriundos da linhagem monocítica-macrofágica) que 
infiltram no tecido ósseo por diapedese. Após aderirem à matriz óssea mineralizada, 
os osteoclastos geram um ambiente ácido isolado, porém contínuo às 
especializações de sua membrana plasmática (denominada ruffled border). Acredita-
se que a aderência do osteoclasto à superfície óssea seja mediada por receptores 
de membrana denominados integrinas, capazes de interagir com proteínas 
extracelulares presentes na matriz (HYNES, 1992).   
A reabsorção óssea, feita pelos osteoclastos, envolve primeiramente o transporte 
ativo de prótons e íons cloreto para a superfície do tecido mineralizado através de 
uma H+- ATPase do tipo V e de um canal de cloreto denominado ClC-7 (KORNAK, 
2001), propiciando um ambiente acídico necessário para a solubilização da 
hidroxiapatita e atividades enzimáticas. Concomitantemente, ocorre também a fusão 
de vesículas lisossomais intracelulares contendo enzimas proteolíticas – 
principalmente a cisteíno proteinase catepsina K - e fosfatases ácidas levando, 
assim, à dissolução completa dos componentes inorgânicos a orgânicos (colágeno 
do tipo I e proteínas não colagênicas) do tecido ósseo. Ao longo da vida adulta dos 
indivíduos as células originadas da linhagem osteoblástica secretam moléculas que 
controlam a ativação e diferenciação dos osteoclastos (TEITELBAUM, 2000), estas 
moléculas são fatores de crescimento (como a proteína morfogenética óssea 2 – 
BMP 2), moléculas de matriz (como a osteocalcina) e fatores inibidores da atividade 
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osteoclástica (como a osteoprotegerina), caracterizando que a interação destes dois 
tipos celulares é essencial para o remodelamento ósseo adequado.  
Em indivíduos jovens e saudáveis, o ciclo de remodelamento – através da interação 
entre osteoblastos e osteoclastos supracitada (Figura 3) - é efetivo, restando ao 
sistema endócrino apenas um papel permissivo nas homeostases óssea e mineral. 
Com o envelhecimento, contudo, ocorre uma queda numa série de hormônios 
anabólicos (como hormônio do crescimento - GH, por exemplo) e sexuais (como o 
estrogênio na menopausa e a testosterona na andropausa) que interfere 
gradativamente com o processo de remodelamento ósseo. Em particular, a 
insuficiência ovariana - que caracteriza a menopausa - acarreta em profundas 
alterações na atividade osteoblástica - logo na formação óssea - levando a uma 
perda gradual da matriz mineral óssea, uma das características da osteoporose 
(Figura 4) (KIERZENBAUM, 2008; RODAN; MARTIN, 2000).  
 
 
Figura 3 – Homeostase óssea em adultos saudáveis.  
Fonte: MARIE (2001). 
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Figura 4 - Desequilíbrio entre a reabsorção e formação óssea na osteoporose.  
Fonte: MARIE (2001). 
  
 2.1.2 O PAPEL DO ESTROGÊNIO NO TECIDO ÓSSEO 
 
2.1.2.1 Estrutura e mecanismo de ação do Estrogênio 
 
Os estrogênios são hormônios esteróides (Figura 5) reconhecidos como reguladores 
chave do crescimento, diferenciação e metabolismo em humanos. Esses hormônios 
influenciam muitos processos fisiológicos, que incluem não somente a reprodução, a 
saúde cardiovascular e a integridade óssea (Figura 6), mas também as funções 
cognitivas e comportamentais (JAKIMIUK et al., 2007). 
Os hormônios esteróides são muito hidrofóbicos para se dissolverem no sangue, 
sendo transportados por proteínas carreadoras específicas desde o local de sua 
síntese até o seu tecido alvo. Nestes, os hormônios passam através da membrana 
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plasmática por difusão passiva, e, para exercer a sua ação, o estrogênio liga-se a 
receptores nucleares (LEHNINGER, 1995). 
 
   
Figura 5 - Estrutura química dos estrogênios. Estrona (A) e Estradiol (B). 
Fonte: www.hormone.org 
 
O receptor esteróide não-ligado mantém-se em estado inativo, como parte de um 
complexo heteroligodimérico que também inclui a proteína “heat shock 90” (HSP90), 
a proteína “heat shock 70” (HSP70) e outras proteínas não tão bem caracterizadas. 
Parece que o domínio de ligação do DNA não é capaz de se ligar aos elementos de 
ligação do hormônio, por estar ocultado por esse complexo protéico. Acredita-se que 
a forma ativa do receptor seja homodimérica, contendo duas moléculas de ligação 
(TRUSS, 1993). Uma vez ligada ao receptor, o complexo hormônio-receptor interage 
com uma sequência específica do DNA próxima ao gene alvo, ativando ou 
reprimindo a transcrição gênica. As funções específicas dos diversos esteróides 
dependem dos genes, isto é, da informação que eles regulam. Parte da 
especificidade da regulação gênica refere-se ao reconhecimento dos elementos de 
resposta de DNA (EVANS, 1988; ZILLIACUS, 1995). 
Os esteróides ovarianos controlam o momento e a magnitude da expressão gênica 
no tecido-alvo. A sequência específica do DNA, amplificadora (enhancer), 
denominada elemento de resposta do hormônio, apresenta importante papel na 
ação do esteróide (RORIES, 1989).  
A B 
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Figura 6 - Mecanismos de ações não genômicas dependentes de Receptores de Estrogênio 
membranares em quatro tipos celulares.  
Fonte: COLLIS, WEBB ,1999. 
 
É sabido que o estrogênio apresenta um importante papel no metabolismo ósseo e 
que sua perda – decorrente da menopausa – leva a profundas alterações no 
metabolismo ósseo, muitas das vezes evoluindo para osteoporose (SCHUIT et al., 
2004). A associação entre osteoporose e deficiência estrogênica baseia-se no 
trabalho original de Albrigth e colaboradores (1940). A grande quantidade de 
informação a respeito de tal relação assegura a importância do estrogênio na 
homeostasia do tecido ósseo, tanto em seres humanos como em várias outras 
espécies animais.  
Embora tenha decorrido mais de 50 anos desde a publicação de Albright, ainda é 
controverso o mecanismo exato de ação dos estrogênios no osso. Eles atuam em 
nível de osteoblastos, onde foram identificados seus receptores (COLSTON, 1989), 
modulam a secreção endógena de calcitonina (WILLIAMS, 1996) e incrementam o 
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número dos seus receptores ósseos (BODY, 1993). Os estrógenos também podem 
reduzir a perda óssea, inibindo a síntese de prostaglandinas, principalmente as da 
série E, reduzem em cerca de 50% a produção do fator de necrose tumoral (TNF) e 
das interleucinas, potentes estimuladores da reabsorção óssea. Aumentam também 
os fatores de crescimento "insulin-like" e de fator de crescimento tumoral beta (TGF-
β), poderoso inibidor dos osteoclastos e estimulador da função osteoformadora dos 
osteoblastos (HUGHES, 1998).  
Aparentemente, todas essas modificações provocadas pelos estrógenos não são 
efeitos mediados pelo Hormônio Paratireoidiano (PTH) nem pela calcitonina. Como 
ação indireta no metabolismo ósseo atribui-se aos estrógenos uma diminuição da 
sensibilidade óssea ao PTH, incremento da reabsorção tubular de cálcio, aumento 
do número de receptores para a forma ativa da vitamina D (1,25(OH)2D3) em 
osteoblastos humanos, bem como incremento dos níveis de 1,25(OH)2D3 (CHEEMA, 
1998). 
Inicialmente, acreditava-se que o estrogênio atuasse sobre o osso de forma indireta, 
mediante a ação de hormônios calciotrópicos, tais como calcitonina, paratormônio e 
1,25(OH)2D3 ou de alguns outros fatores de crescimento não identificados (RORIES; 
SPELSBERG, 1989; GRONEMEYER, 1991; CLARK; SCHRADER; O’MALLEY, 
1992). Estudos atuais sugerem que a principal influência do estrogênio e de seus 
análogos sobre a remodelação óssea seria mediante o controle da síntese de 
citocinas pelos osteoblastos e osteoclastos, de forma autócrina ou parácrina 
(PACIFICI, 1991). 
O mais importante efeito do estrogênio sobre a remodelação óssea, em seres 
humanos adultos, é mais bem representado pela diminuição da reabsorção 
comparativamente à formação. Apesar da existência de receptor de estrogênio em 
osteoclastos, é provável que a ligação do estrogênio ao osteoblasto regule 
indiretamente a função osteoclástica. Possivelmente, a ligação das citocinas aos 
osteoblastos acarreta a liberação de fatores solúveis capazes de modular o 
recrutamento e a atividade dos osteoclastos (TURNER; RIGGS; SPELSBERG, 
1994). Entre as citocinas com propriedades de reabsorção, moduladas pelo 
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estrogênio, que merecem atenção especial, realçam as IL-1. Estas apresentam 
potente poder de reabsorção (HOROWITZ, 1993).  
Sabe-se que fortes indutores da reabsorção, tais como a IL-1 e o TNF, são 
secretados, em grande quantidade, por monócitos do sangue periférico, em 
mulheres ooforectomizadas na pré-menopausa, com baixos níveis de estrogênio, 
comparativamente a outro grupo de não-ooforectomizadas, na mesma faixa etária. A 
concentração desses fatores de crescimento se inverte com a estrogenoterapia 
(PACIFICI, 1991). O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a IL-1, por sua vez, 
agem sobre os osteoblastos para induzir a produção e a secreção de fator 
estimulante da colônia de macrófagos (GM-CSF) e de IL-6, os quais aumentam a 
população de macrófagos, bem como sua diferenciação (MANOLAGAS, 1995). 
Outro possível mecanismo intermediário da ação estrogênica faz-se pela 
intervenção da interleucina-4 (IL-4), que inibe a diferenciação dos osteoclastos 
(MANOLAGAS, 1995). O maior candidato para a atividade do estrogênio é o fator de 
crescimento beta. É produzido por muitas células, inclusive os osteoblastos. Na 
maior parte dos sistemas biológicos, seus efeitos são inibitórios na proliferação 
celular, mas, para os osteoblastos, constitui potente agente mitótico e, sobre os 
osteoclastos, diminui o recrutamento e a atividade reabsortiva (MUNDY, 1995). 
Sabe-se também que várias substâncias químicas atuam como moduladores 
seletivos do receptor de estrogênio (SERMs) em diversos tecidos, com perfil 
agonista e antagonista; Eles constituem alternativas para a estrogenoterapia em 
pacientes com câncer, por apresentarem ação antagonista sobre a mama e o útero. 
Estas drogas, todavia, seriam agonistas sobre o metabolismo ósseo (COSMAN, 
1996), pois desempenham efeitos diretos sobre a proliferação osteoblástica e a 
síntese de enzimas e proteínas da matriz osteóide. Tanto o estrogênio quanto o 
tamoxifeno interagem com o domínio de ligação do receptor nuclear. Há duas 
regiões distintas de transativação: a região de transativação 1 (TAF1), localizada na 
porção aminoterminal, e a região de transativação 2 (TAF2), confinada na parte 
carboxiterminal. Experimentos em células Hela e em fibroblastos de embrião de 
galinha sugerem que as atividades das regiões TAF1 e TAF2 são mediadas da 
forma célula-promotor transcricional específicos (TZUKERMAN, 1994). O estrogênio 
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promove a transcrição gênica ativando essas duas funções (TAF1 e TAF2). Sabe-se 
que a ativação do receptor é causada por uma mudança conformacional induzida 
pelo estrogênio, que permite a ligação das duas funções de transcrição a uma série 
de outros fatores intermediários do processo transcricional.  Quando o tamoxifeno se 
liga ao receptor de estrogênio, ativa a TAF1 e inibe a TAF2. Dessa forma, pode ser 
antagonista estrogênico em células, cuja região TAF2 seja o principal ativador de 
transcrição gênica, como por exemplo, na mama. Ao contrário, pode ser agonista 
estrogênico em células cuja região TAF1 seja o ativador predominante do processo 
transcricional, como no osso (BERRY; METZGER; CHAMBON, 1990; GREEN, 1990; 
HOWELL, 1996). Tais resultados, conjuntamente, corroboraram o papel da região 
promotora do RE na expressão dos vários genes controlados pelo estrogênio. 
 
2.1.2.2 Polimorfismos do gene do receptor de estrogênio alfa 
(REα) 
 
Devido ao grande avanço que vem ocorrendo nas técnicas diagnósticas e 
estratégias efetivas para a prevenção e o tratamento da osteoporose, houve um 
aumento abrupto do interesse público, médico e da indústria farmacêutica nessa 
área, na última década. Estes novos métodos de estudo da biologia celular e 
molecular do tecido ósseo têm contribuído para melhor compreensão do 
desenvolvimento do esqueleto, bem como de suas diversificadas funções. Têm 
proporcionado, também, importantes avanços para o conhecimento da fisiologia 
normal do tecido ósseo, levando a novas possibilidades de intervenção 
farmacológica mais adequada nas doenças ósseas (CASTRO, 2000). 
Dentre os estudos, a genética da osteoporose representa uma das ativas áreas de 
pesquisa na biologia óssea. Especificamente os Polimorfismos de Nucleotídeo Único 
(SNPs) PvuII (detecta a substituição CT - rs2234693 - na posição -397 anterior ao 
éxon 2) e XbaI (detecta a substituição GA - rs9340799 - na posição -351 anterior 
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ao éxon 2) localizados no íntron 1 do gene do REα, (Figura 7) localizado no 
cromossomo 6q25-27 (SZEJNFELD, 2000) por despertarem curiosidade e pela 
possível ligação com as doenças associadas ao envelhecimento da mulher (Van 
MEURS, 2003). Isto se deve ao fato que estes elementos se localizam em regiões 
não codificantes, mas que podem interferir na modulação da transcrição desse gene, 
pois o primeiro íntron do gene contém, usualmente, um largo número de seqüências 
regulatórias (JAKIMIUK, 2007). Essa regulação, então, pode aumentar ou diminuir o 
risco de doenças de grande impacto como a osteoporose. 
 
 
Figura 7 - Alguns polimorfismos descritos do gene do ESR1 humano. 
Fonte: LBCE (arquivo interno). 
 
A ausência do sítio de restrição da enzima PvuII é representada pelo alelo P (alelo 
ancestral), enquanto que a ausência do sítio de restrição da enzima XbaI é 
representada pelo alelo X (alelo variante). A presença do sítio de restrição da 
enzima PvuII é representada pelo alelo p (alelo variante), enquanto que a presença 
do sítio de restrição da enzima XbaI é representada pelo alelo x (alelo ancestral). 
34 
 
Polimorfismos de Nucleotídeo Único (SNPs) PvuII e XbaI do gene do REα são 
estudados extensivamente com associação à DMO, mas existem resultados 
conflitantes. Contudo, vários dos elementos polimórficos existentes no gene do 
receptor de estrogênio alfa (REα) ainda não foram analisados na osteoporose 
(GENNARI et al., 2005).  
 
 ...   2.1.3 O PAPEL DA APOLIPOPROTEÍNA “E” (APOE) NO TECIDO 
ÓSSEO  
 
A apolipoproteína E (ApoE) foi primeiramente descrita por SHORE e SHORE em 
1973 como uma parte da partícula de VLDL (Very Low Density Lipoproteins) 
sintetizadas principalmente no fígado (BLUE et al., 1983) e em macrófagos 
(MAZZONE, 1996) e que atuam no transporte de triglicerídeos do fígado para os 
tecidos periféricos. A ApoE possui um papel importante também na distribuição e no 
metabolismo de colesterol e triglicerídeos entre muitos organismos e tipos celulares 
no corpo humano (MAHLEY et al., 2006).  
No contexto da patogênese no tecido ósseo, alguns estudos sugerem que o 
polimorfismo no gene está relacionado à osteoporose pós-menopausa e ao aumento 
do risco de fraturas de punho, vértebras, cabeça do fêmur e quadril, e baixa DMO 
em diferentes estudos (PLUIJIN et al., 2002; LONG et al., 2004; SCHOFFS et al., 
2004; SALAMONE et al., 2000; SHIRAKI et al., 1997; CAULEY et al., 1999; 
KOHLMEIER et al., 1998; JOHNSTON, 1999). 
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 .......    2.1.3.1 Estrutura e mecanismo de ação da Apolipoproteína 
“E” (ApoE) 
 
A ApoE é uma proteína com peso molecular de 34 kDa composta de 299 
aminoácidos (UTERMANN et al., 1979). Também se integra a uma subclasse de 
lipoproteínas de alta densidade (HDL) que atua no transporte de colesterol dos 
tecidos periféricos para o fígado. A apoE possui um papel chave no metabolismo 
desses lipídios e lipoproteínas (TAVINTHARAN et al., 2007) mantendo a integridade 
estrutural das mesmas, bem como a mediação do transporte lipídico através da 
interação com receptores lipoproteicos (CHAN, 2006). 
Baseado em dados de cristalografia de raios X, a ApoE apresenta-se em duas 
bandas circulares do tipo “ferradura” em torno de uma partícula esférica de 
fosfolipídio. De acordo com a figura 8, o núcleo amarelado no centro representa o 
núcleo fosfolipídico hidrofóbico contendo cadeias de ácido graxo; o círculo externo 
(rosado) representa grupos das cabeças polares do fosfolipídio e a direita observa-
se o corte de uma região da partícula mostrando a relação das duas hélices da 
ApoE. Há interação com as cabeças polares do fosfolipídio destes grupos e não com 
o núcleo de ácido graxo. Desta maneira, a ApoE nesta partícula possui a capacidade 
única de facilitar a expansão do núcleo e acomodar o conteúdo aumentado de 
colesterol livre seguido da atividade da lecitina-colesterol aciltransferase  (LCAT) 
(CURTISS, L.K., 2000). 
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Figura 8 – Estrutura da ApoE. 
Fonte: CURTISS, L.K., 2000. 
 
O HDL atua na redistribuição de lipídios de células com excesso de colesterol 
(macrógafos) para células requerentes de colesterol ou para o fígado e para 
excreção. Na figura 11 observa-se que os precursores de HDL (pré-β HDL) são 
produzidos pelo fígado e intestino. O Pré-β HDL, HDL3 e HDL2 podem aceitar 
colesterol para o transporte reverso de colesterol. A ApoE permite que as partículas 
de HDL2 expandam pelo enriquecimento com ésteres de colesterol (CE) do núcleo 
após a conversão do colesterol livre para CE pela LCAT. Grandes quantidades de 
HDL associados com ApoE (HDL1 e HDL2) podem disponibilizar colesterol para o 
fígado diretamente via receptor LDL (CURTISS, L.K., 2000). 
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Figura 9 – O papel do HDL na redistribuição de lipídios. FC: colesterol livre; HDL-E: HDL-associado à 
ApoE; LDLR: receptor de LDL; PL: fosfolipídio; SR-BI: receptor de depuração tipo I classe B; Tg: 
triglicerídeos. 
Fonte: CURTISS, L.K., 2000 
 
Estudos familiares mostraram que a Densidade Mineral Óssea (DMO) e a renovação 
do tecido ósseo são afetadas por fatores genéticos como os genes dos receptores 
de estrogênio e da apolipoproteína E (ZMUDA et al., 1999). Estima-se que de 50-
80% da variabilidade na DMO seja explicada por fatores genéticos (KANIS et al., 
1994; KELLY et al., 1995; POCOCK et al., 1987; GUEGUEN et al., 1995). Alguns 
estudos têm buscado identificar as variantes genéticas que predizem o risco para 
osteoporose, incluindo pesquisas genômicas e candidatos gênicos (SCHILLING et 
al., 2005).  
38 
 
Entre os genes que apresentam maior controvérsia nos dados de correlação com 
baixa DMO em mulheres osteoporóticas está o gene ApoE (PLUIJM et al., 2002; 
ZAJICKOVA et al, 2003. As combinações de ApoE 2/2, 2/3, 2/4, 3/3, 3/4 e 4/4 são 
encontradas com diferentes distribuições nas populações humanas (PLUIIJM et al., 
2002).  
Indivíduos com o alelo ApoE4 exibem uma aceleração no clearence hepático da 
vitamina K em lipoproteínas ricas em triglicerídeos. Desta forma, estes indivíduos 
podem apresentar uma concentração muito baixa de vitamina K disponível no soro 
para a absorção pelas células ósseas (KOHLMEIER et al., 1996). Outros estudos 
relatam que os níveis de LDL em pessoas com o alelo 4 estão aumentados e a 
acumulação de lipídios oxidados no espaço subendotelial dos vasos localizados no 
osso pode levar à inibição da diferenciação dos osteoblastos (PARHAMI et al., 2000; 
PARHAMI et al., 1997).  
 
2.1.3.2 Polimorfismos do gene da Apolipoproteína “E” 
(ApoE) 
 
A organização genômica da ApoE é similar aos genes das famílias da ApoA 
(apolipoproteína A) e da ApoC (apolipoproteína C), sugerindo que estes genes 
advêm de um ancestral comum através de duplicação gênica (HAGBERG et al., 
2000). O polimorfismo da ApoE apresentado nos humanos é único e tem sido 
proposto como resultado de mudanças adaptativas frente à evolução (FINCH, 1999). 
O gene da apolipoproteína E (ApoE) humano está localizado dentro do loco RELB 
no braço longo do cromossomo 19 (19q13.2) (OLAISEN et al., 1982; DAS et al., 
1985; PAIK et al., 1985) possuindo 4 éxons (HAGBERG et al., 2000) distribuídos ao 
longo de 6740 nucleotídeos no genoma humano. Retirando-se os íntrons sobram 
apenas 1156 pares de bases que compõem o mRNA que será transcrito, 
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responsável pela tradução de 3 isoformas da proteína (OJOPI et al., 2004). Em 
humanos existem três alelos principais do gene ApoE, chamados de ε2, ε3 e ε4. As 
isoformas proteicas produzidas por esses alelos diferem na composição de 
aminoácidos nas posições 112 e/ou 158 e, deste modo, tem-se  ε2 (ApoE2: Cys 112, 
Cys 158), ε3 (ApoE3: Cys 112, Arg 158), a qual é a forma mais comum, e ε4 
(ApoE4: Arg 112, Arg 158) (Figura 10).  
 
 
Figura 10 – O gene da ApoE. 
Fonte: OJOPI, E.P., 2004. 
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A substituição destes aminoácidos afeta a estrutura tridimensional da ApoE e a 
propriedade de ligação à lipídios entre as isoformas. Na ApoE4, a substituição do 
aminoácido resulta em uma mudança estrutural com a formação de pontes salinas 
entre a arginina na posição 61 e o ácido glutâmico na posição 255, o que causa a 
esta isoforma uma preferência maior à VLDL. ApoE3 e ApoE2 ligam-se 
preferencialmente a lipoproteínas de alta densidade (HDL) (MAHLEY et al., 2006).  
O domínio de interação da ApoE4 pode ser desfeito por pequenas moléculas 
(representadas pelos símbolos em amarelo na figura 11).  
 
 
Figura 11 – O domínio de interação da ApoE4. 
Fonte: CURTISS, L.K., 2000 
 
Na ApoE4, a Arg-61 no domínio N-terminal interage com a Glu-255 no domínio C-
terminal. Pequenas moléculas que são pré-indicadas por interagir com ApoE4 na 
região da Arg-61 podem romper o domínio de interação e converter ApoE4 em uma 
molécula ApoE3-like (MAHLEY et al., 2006). 
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3 OBJETIVO GERAL 
 
Em face ao exposto, o objetivo do presente trabalho foi investigar o papel de alguns 
polimorfismos presentes no gene receptor de estrogênio alfa - REα (Pvu II e Xba I) e 
do gene da Apolipoproteína E – APOE (Hha I) em mulheres na pós-menopausa com 
suas densidades minerais ósseas de perfis normais e osteoporóticas, estabelecendo 
relações entre estas alterações gênicas e seus parâmetros clínicos e bioquímicos 
com a osteoporose. 
 
3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
A fim de fornecer subsídios para a melhor determinação prognóstica da enfermidade, 
além de racionalização da conduta terapêutica a ser escolhida e poder proporcionar 
uma melhor qualidade de vida de pacientes já na pós-menopausa, foram delineados 
os objetivos específicos: 
 
1 Verificar se a expressão dos genes é diferente entre mulheres com 
Densidade Mineral Óssea (DMO) normal daquelas com DMO alterada; 
2 Verificar se há correlação entre a expressão dos genes com os parâmetros 
clínicos e bioquímicos/imunoenzimáticos das mulheres com DMO normal e aquelas 
com DMO alterada. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 APROVAÇÃO DO PROJETO 
 
O Laboratório de Biologia Celular do Envelhecimento (LBCE), localizado no Centro 
de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES), em 
parceria com o Centro de Diagnóstico e Pesquisa da Osteoporose do Espírito Santo 
(CEDOES - Vitória, ES) (ANEXO I) e o Instituto Tommasi de Pesquisa e 
Desenvolvimento (ITPD - Vila Velha, ES) (ANEXO II), solicitaram a aprovação do 
projeto ao Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos, da Universidade 
Federal do Espírito Santo (UFES), que avaliou e aprovou o referido estudo no dia 28 
de março de 2007 (ANEXO III) assim como o Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (ANEXO IV) e a Anamnese Clínica (ANEXO V) aplicados neste trabalho. 
 
4.2 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
O Laboratório de Biologia Celular do Envelhecimento (LBCE), o Centro de 
Diagnóstico e Pesquisa da Osteoporose do Espírito Santo (CEDOES) e o Instituto 
Tommasi de Pesquisa e Desenvolvimento (ITPD), convidaram 600 mulheres, com 
idade igual ou superior a 50 anos e já na pós-menopausa a participarem da 
pesquisa. Após a Leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), 
547 mulheres concordaram em participar do referido trabalho. 
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Após a assinatura do TCLE, cada paciente passou por uma anamnese clínica para 
conhecermos o histórico de fraturas, idade, peso, dentre outros. Posteriormente, 
cada paciente foi encaminhada a uma sala de coleta, para realização de coleta 
sanguínea (7 mL de amostra colhida em tubo à vácuo contendo heparina sódica), a 
fim de extrair seu material genético, e fazer ensaios sorológicos e imunoenzimáticos 
no LBCE (Figura 12).  
 
 
Figura 12 – Coleta sanguínea. 
Fonte: CEDOES – arquivo interno. 
 
Todas as pacientes também foram submetidas ao exame de absorciometria por 
dupla emissão de raios X (Dual-energy X-ray Absorptiometry - DXA) em uma sala 
específica de exames do CEDOES (Figura 13) para averiguação de suas 
densidades minerais ósseas que, por sua vez, eram classificadas de acordo com os 
critérios densitométricos da Organização Mundial da Saúde.  
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Figura 13 - Aparelho de densitometria óssea localizada no Centro de Diagnóstico e Pesquisa da 
Osteoporose do Espírito Santo (CEDOES). 
Fonte: CEDOES – arquivo interno.  
 
Das amostras sanguíneas colhidas, 2 mL foram divididos em 2 mini tubos de 
polipropileno e congelados em um freezer -80º para posterior extração. Os 5 mL 
restantes foram centrifugados e a parte sorológica foi retirada e armazenada 
também em mini tubos de polipropileno e congelados em freezer  -80º para análises 
sorológicas e imunoenzimáticas posteriores. 
 
4.3 EXTRAÇÃO DE DNA 
 
Foi utilizado somente 1 mL de sangue periférico colhido de cada paciente em tubos 
a vácuo contendo heparina sódica para extração de DNA e para tal, foi utilizado o 
Protocolo de GOELZ, et al., 1985 com modificações, de acordo com as seguintes 
etapas: Centrifugação do tubo por 5 minutos a 4800 G a 4ºC, descarte do 
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sobrenadante e adição 1mL de TM gelado, homogeneizando. Nova centrifugação do 
tubo por 5 minutos a 4800 G a 4ºC e descarte do sobrenadante. Adição de 1mL de 
TM gelado novamente, homogeneizando em seguida de centrifugação do tubo por 5 
minutos a 4800 G a 4ºC. Novo descarte do sobrenadante. Ressuspensão do 
precipitado em 405μl de TE9, homogeneizando. Adição de 45μl de SDS - proteinase 
K, homogeneização leve e incubação em banho-maria a 48oC por 2 horas. Adição 
de 450μl de PC9 e homogeneização por 1 minuto. Centrifugação a 14.000 rpm por 2 
minutos. Transferência do sobrenadante aquoso para um novo tubo e a um volume 
prévio de 400μl, adição de 100μl de 10M NH4OH. Precipitação do DNA com 1mL de 
etanol 100% gelado. Centrifugação a 14.000 rpm por 15 minutos. Descarte de todo o 
líquido e lavagem com etanol 70%. Centrifugação a 14.000 rpm por 2 minutos e, 
novamente, descarte de todo o líquido. Secagem dos tubos por 15 minutos e 
ressuspensão do DNA em 100μl de água livre de DNA, RNA e DNAse. Incubação 
em banho-maria a 37°C por 15 minutos para eluir o DNA e armazenamento a -20°C. 
Os DNAs obtidos foram visualizados em gel de agarose 1% depois de percorrerem 
40 minutos em uma cuba de eletroforese horizontal a 120 volts para estimar a 
qualidade e quantidade de DNA. 
 
4.4 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) E POLIMORFISMOS 
DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTO DE RESTRIÇÃO (RFLP) 
 
 4.4.1RECEPTOR DE ESTROGÊNIO ALFA (REα) 
 
Os primers da região do íntron 1 do REα contendo os SNPs PvuII e XbaI foram 
feitos com o auxílio do programa BIOEDIT™ (versão 7.0.9.0) e do serviço BLAST do 
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site do National Center for Biotechnology Information 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) de acordo com a Tabela 2. 
 
___________________________________________________________________ 
Tabela 2 - Primers da região do íntron 1 do REα contendo os SNPs PvuII e XbaI 
utilizados neste estudo. 
___________________________________________________________________ 
Foward      5`CTGTGTTGTCCATCAGTTCATC3`  
Reverse      5`CCATTAGAGACCAATGCTCATC3` 
___________________________________________________________________ 
Fonte: LBCE. 
 
Com a utilização de um termociclador (Techne, Brasil) foram amplificados 
fragmentos de 119pb pela técnica de PCR de acordo com o ciclo: Primeiros 10 
minutos a 95°C; seguidos por 30 ciclos de: 95o C por 60 segundos, 52o C por 30 
segundos e 72o C por 30 segundos, respectivamente; e por fim 5 minutos a 72o C.  
Para cada reação de PCR foram utilizados tampão 1X, 3 mM de MgCl2 (Invitrogen), 
0,4 mM de cada dNTP (Invitrogen), 0,4 M de cada primer, 2,5 unidades de Taq 
DNA polimerase (Invitrogen) e cerca de 50 ng de DNA. Os produtos de PCR 
amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida 10% depois de percorridos 
40 minutos a 120 volts em uma cuba de eletroforese vertical (BIO-RAD, EUA) e os 
tamanhos estimados com marcador de peso molecular de 50pb (Ludwing, Brasil). 
Em todas as reações de amplificação havia um controle negativo para assegurar a 
não contaminação de reagentes.  
Para utilização da técnica de Polimorfismos de Comprimento de Fragmento de 
Restrição (RFLP) foram utilizadas duas enzimas de restrições PvuII e XbaI 
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amplamente utilizadas em estudos de polimorfismos do gene do receptor de 
estrogênio alfa (REα). 
As “digestões” foram feitas seguindo as especificações dos fabricantes e os 
fragmentos de restrição foram aplicados em gel de poliacrilamida 10% e na cuba de 
eletroforese vertical “correram” por 1hora e trinta minutos a 120 volts. Após fixação 
por 6 minutos em solução de etanol a 10% e ácido acético 0,5%, corado em solução 
de nitrato de prata 0,1% por 10 minutos e colocado em uma solução de hidróxido de 
sódio 3% e formaldeído 0,5%, era nítido o aparecimento de fragmentos específicos 
(Tabela 3) que possibilitaram a interpretação dos resultados. 
 
___________________________________________________________________ 
Tabela 3 - Padrões de bandas específicas de digestão para o fragmento de 119 pb 
amplificado a partir do gene do receptor de estrogênio alfa (REα). 
↓: Sítio de restrição reconhecido pelas enzimas. 
___________________________________________________________________ 
Enzimas de restrição       Sequência dos alelos   Tamanho dos fragmentos (pb) 
 PvuII   5`CAGCCG3`                   119  
        5`CAG↓CTG3`                   78 e 41     
 XbaI       5`TCTGGA3`                          119 
    5`T↓CTAGA3`                 88 e 31 
___________________________________________________________________ 
Fonte: pontos de corte descritos pelo fabricante. 
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4.4.2 APOLIPOPROTEÍNA E (APOE) 
 
Os primers utilizados foram (5’-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3’) e (5’-
TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3’) descrito por EMI et al., em 1988 – 
modificado com o auxílio do programa BIOEDIT™ (versão 7.0.9.0) e do serviço 
BLAST do site do National Center for Biotechnology Information 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). 
As amostras de DNA total foram amplificadas em termociclador (Techne, Brasil) pela 
técnica de PCR gerando fragmentos de 186 pb. Os ciclos da reação foram: 1 ciclo 
de 5 minutos a 95°C; seguido por 35 ciclos de 95o C por 30 segundos; 68o C por 30 
segundos; 72o C por 30 segundos, respectivamente; finalmente 7 minutos a 72o C.  
Para cada reação de PCR foram utilizados tampão 1X, 3 mM de MgCl2 (Invitrogen), 
0,4 mM de cada dNTP (Invitrogen), 0,4 M de cada primer, 2,5 unidades de Taq 
DNA polimerase (Ludwing, Brasil) e cerca de 5L de DNA. Os produtos de PCR 
amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida 10% depois de percorridos 
40 minutos a 120 volts em uma cuba de eletroforese vertical (BIO-RAD, EUA) e os 
tamanhos estimados com marcador de peso molecular de 50pb (Ludwing, Brasil). 
Em todas as reações de amplificação havia um controle negativo para assegurar a 
não contaminação de reagentes. 
Para utilização da técnica de Polimorfismos de Comprimento de Fragmento de 
Restrição (RFLP) foi utilizada a enzima de restrição HhaI (Invitrogen) amplamente 
utilizada em estudos de polimorfismos do gene da ApoE.  
As “digestões” foram feitas seguindo as especificações dos fabricantes e utilizando-
se 20L de produto de PCR, os fragmentos de restrição foram visualizados em gel 
de poliacrilamida 10%, na cuba de eletroforese vertical (BIO-RAD) onde percorreram 
no gel por 1hora e trinta minutos a 120 volts. Após fixação por 6 minutos em solução 
de etanol a 10% e ácido acético 0,5%, corado em solução de nitrato de prata 0,1% 
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por 10 minutos e colocado em uma solução de hidróxido de sódio 3% e formaldeído 
0,5%, era nítido o aparecimento de fragmentos específicos que possibilitaram a 
interpretação dos resultados sendo que os tamanhos dos fragmentos foram 
estimados utilizando marcadores de peso molecular de 25pb (Ludwing, Brasil) 
(Tabela 4). 
 
___________________________________________________________________ 
Tabela 4 - Padrões de bandas específicas de digestão para o fragmento de 186 pb 
amplificado a partir do gene da Apolipoproteína E (ApoE) 
___________________________________________________________________ 
Enzima de restrição       Sequência dos genótipos Tamanho dos fragmentos (pb) 
 HhaI    E2E2   91, 70, 18 e 7 
     E2E3   91, 70, 48, 22, 18 e 7 
     E2E4   91, 72, 70, 48, 22, 19, 18 e 7 
     E3E3   91, 48, 22, 18 e 7 
     E3E4   91, 72, 48, 22, 19, 18 e 7 
     E4E4   72, 48, 22, 19, 18 e 7  
___________________________________________________________________ 
Fonte: pontos de corte descritos pelo fabricante. 
 
4.5 ANÁLISE SOROLÓGICA E IMUNOENZIMÁTICA DAS AMOSTRAS 
 
A análise da atividade da fosfatase alcalina (FA) foi determinada 
espectrofotometricamente através de reação padrão (Bioclin, Brasil), seguindo o 
protocolo do fabricante. As concentrações de cálcio, fósforo e creatinina foram 
determinados colorimetricamente com kits da Bioclin Brasil, seguindo o protocolo do 
fabricante. Todo o lipidograma foi mensurado pelo Instituto Tommasi de Pesquisa e 
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Desenvolvimento através do Laboratório Tommasi. Já a análise do telepepitídeo c-
terminal de colágeno tipo I (CTx) e de osteocalcina no soro dos dois diferentes 
grupos experimentais foram determinadas por teste de ELISA (Metra Bioscience, 
EUA), seguindo o protocolo do fabricante.  
 
4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
O teste estatístico utilizado para este estudo foi o teste qui-quadrado (X2) de 
tendência para avaliar a relação existente entre a formação e reabsorção óssea com 
os genótipos encontrados no estudo. Para a análise da presença de osteoporose 
segundo os alelos foi realizado o teste exato de Fisher, assim como a Regressão 
linear para verificar o coeficiente de determinação, teste de estatística F, ANOVA e 
Post-hoc de Bonferroni  A significância utilizada para esses testes foi de 5%. O risco 
associado com os genótipos encontrados foi calculado através do teste Odds Ratio 
(OR) com 95% de intervalo de confiança (CI). O programa utilizado para os cálculos 
estatísticos foi o GraphPad Prima 5 para Windows (versão 5.00.288) e Bioestat 
(5.0). A população encontra-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
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5 RESULTADOS  
 
5.1 CARACTERIZAÇÕES DA AMOSTRA  
 
As pacientes que concordaram em participar do estudo apresentam mediana da 
idade de 66±1,02 anos. Quando separadas em normais (DMO = 0,808 ± 0,016 
g/cm3) ou osteoporóticas (DMO = 0,645 ±0,014 g/cm3, P<0,05) encontrou-se uma 
mediana de idade de 62,39±0,71 anos para as normais e 68,02±0,90 anos para as 
osteoporóticas. A ocorrência de fraturas foi observada em 31,7% das mulheres 
osteoporóticas e em 18,3% das mulheres normais. Como descrito na tabela 5, o uso 
de Terapia Hormonal foi observado em 51,5% das pacientes normais e em 32,39% 
em pacientes osteoporóticas. Vale ressaltar que a Terapia Hormonal utilizada pelas 
pacientes foi administrada antes da menopausa ou em até 5 anos antes do início 
deste estudo.  
 
___________________________________________________________________ 
Tabela 5 - Características amostrais das pacientes analisadas no estudo. 
*Dados expressos em mediana e desvio padrão. 
___________________________________________________________________ 
     Normal                     Osteoporótica   
Idade (anos) *   62,39±0,71                  68,02±0,90  
Uso de Terapia Hormonal (TH) 51,50%                32,39%                           
Ocorrência de Fraturas   18,3%                 31,7% 
___________________________________________________________________ 
Fonte: LBCE, 2008. 
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5.2 EXAMES DE DXA 
 
Os exames de DXA foram realizados em três pontos, sabidamente afetados pela 
perda de DMO – fêmur, espinha dorsal e rádio distal (LISCUM, 1998). Cumpre 
ressaltar que todos os laudos dos resultados de exames foram analisados por dois 
médicos especialistas em metabolismo ósseo - Dr. Sérgio Ragi Eis (in memorium) e 
Dr. Ben Hur Albergaria – do CEDOES. (Figura 14 e 15).  Os resultados dos exames 
foram disponibilizados às pacientes para tomarem conhecimento de suas 
densidades minerais ósseas e para posterior orientação clínica apropriada. Vale 
ressaltar também que a maioria das pacientes nunca havia feito um teste de 
densitometria. Quando o resultado do exame acusasse osteoporose, em qualquer 
um dos três locais estudados (coluna, fêmur ou rádio distal), a paciente era 
encaminhada ao CEDOES para uma consulta de direcionamento com o Dr. Sérgio 
Ragi Eis.   
 
 
Figura 14 – Regiões analisadas em exame DXA realizada no CEDOES. 
Fonte: CEDOES – arquivo interno. 
 
53 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15 – Resultado de exame DXA realizada no CEDOES. 
Fonte: CEDOES – arquivo interno (2008). 
 
 
 
54 
 
De posse dos resultados de DMO, as pacientes foram dividas em dois grupos: 
normais e osteoporóticas.  Em se tratando de diferenças significativas nas idades 
das duas populações procedemos com a regressão linear das DMO’s em toda a 
população (Gráfico 1). Foi verificado que na idade de 68 anos a maior parte da 
população ainda apresenta DMOs de cerca de 0,700 g/cm3, um ponto médio entre 
os valores de DMO das pacientes normais e osteoporóticas, o que torna possível 
nossas comparações.  
                   
Gráfico 1 - Regressão linear das Densidades Minerais Ósseas (DMO’s) de todas as pacientes 
envolvidas no estudo.  
Fonte: LBCE (2012). 
 
Ao analisarmos a idade das pacientes em relação à DMO em cada sítio estudado, 
encontramos uma relação negativa da idade sobre a DMO em todos os quatro sítios, 
no qual diminui à medida que a paciente se encontra numa idade mais avançada. O 
teste do Coeficiente de Determinação (R²) ajustado indica o quanto a variação da 
idade influência na DMO, 19,3% da variação da DMO no rádio pode ser explicada 
pela idade, no colo do fêmur 14,78%, no fêmur 17,7% e na coluna 3% como 
verificado nos gráficos 2, 3, 4 e 5. 
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Gráfico 2 - Regressão linear da Densidade Mineral Óssea (DMO) da coluna de todas as pacientes 
envolvidas no estudo. Teste estatístico F valor de p=0.0275 e Coeficiente de Determinação (R²) 
ajustado (0,03) 
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Gráfico 3 - Regressão linear da Densidade Mineral Óssea (DMO) do fêmur de todas as pacientes 
envolvidas no estudo. Teste estatístico F valor de p < 0.0001 e Coeficiente de Determinação (R²) 
ajustado (0,177). 
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Gráfico 4 - Regressão linear da Densidade Mineral Óssea (DMO) do colo do fêmur de todas as 
pacientes envolvidas no estudo. Teste estatístico F valor de p < 0.0001 e Coeficiente de 
Determinação (R²) ajustado (0,1478). 
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Gráfico 5 - Regressão linear da Densidade Mineral Óssea (DMO) do rádio de todas as pacientes 
envolvidas no estudo. Teste estatístico F valor de p < 0.0001 e Coeficiente de Determinação (R²) 
ajustado (0,1932). 
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Registrou-se 25% de redução da DMO nos rádios; 28% de redução da DMO na 
espinha dorsal; 26% de redução da DMO na cabeça do fêmur das pacientes 
osteoporóticas quando comparadas as normais (medidas individuais de cada sítio, 
p< 0,001). Observou-se também que há um decréscimo de cerca 24% na DMO com 
o aumento da idade das pacientes de 48 a 98 anos. Portanto, pode-se afirmar que a 
amostra se trata de mulheres menopausadas, osteoporóticas ou não e sem 
nenhuma intervenção terapêutica até o momento da pesquisa. 
 
5.3 EXTRAÇÃO DE DNA  
 
As extrações de DNA a partir de sangue periférico das pacientes foram realizadas 
com sucesso em todas as amostras utilizando o protocolo anteriormente descrito. A 
integridade do material genômico foi corrida em gel de agarose 1%, corado com 
brometo de etídio e visualizado por equipamento de emissão de luz ultravioleta. 
(Figura 16).   
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Figura 16 - Extração de material genômico (DNA): integridade e qualidade do DNA obtido em gel de 
agarose 1%. L - Padrão de peso molecular 1Kb. 2 a 15 - Amostras de DNA em gel de agarose 1% 
coradas com brometo de etídeo. 
Fonte: LBCE. 
 
5.4 AMPLIFICAÇÃO POR REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 
E POLIMORFISMOS DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTO DE RESTRIÇÃO 
(RFLP) 
 
 5.4.1 GENE DO RECEPTOR DE ESTROGÊNIO ALFA (REα) 
 
As amplificações do fragmento de 119 pb foram feitas a partir de 0,5 μL do DNA 
extraído das pacientes e puderam ser visualizados em gel de poliacrilamida 10% e 
corados com nitrato de prata 1% (Figura 17).  Após as amplificações, 2,5 μL do 
volume total do produto de PCR foram “digeridos” por duas enzimas de restrição - 
  L          2   3    4   5   6   7   8   9  10  11 12 13 14  15  
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PvuII Ffigura 18) e XbaI (Figura 19) - para análise dos polimorfismos existentes e 
determinação dos genótipos das pacientes.  
Os perfis visualizados foram: PP (C/C): homozigoto para a ausência do sítio de 
restrição da enzima PvuII, Pp (C/T): heterozigoto para o sítio de restrição da enzima 
PvuII, pp (T/T): homozigoto para a presença o sítio de restrição da enzima PvuII, XX 
(G/G): homozigoto para a ausência do sítio de restrição da enzima XbaI, Xx (G/A): 
heterozigoto para o sítio de restrição da enzima XbaI. Não houve presença do perfil 
xx (A/A): homozigoto para a presença o sítio de restrição da enzima XbaI em 
nenhuma das pacientes do estudo.  As “digestões” foram visualizadas em gel de 
poliacrilamida 10% e coradas com nitrato de prata 1%. 
 
        L     1      2     3      4      5     6       7     8       9   
  
Figura 17 - Produto amplificado por PCR das amostras de DNA em gel de poliacrilamida 10%. L: 
Ladder de 50pb, 1-8: Produto amplificado PCR com fragmentos de 119pb e 9: Controle negativo. 
Fonte: LBCE. 
 
 
 
 
 
60 
 
 
 
Figura 18 – Digestão por enzima de restrição PvuII. 1- Padrão de peso molecular 10 pb. 2 a 10 - 
Amostras de digestão pela enzima de restrição PvuII coradas por nitrato de prata 1%. 11 - Fragmento 
íntegro de PCR de REα. 
Fonte: LBCE. 
 
 
 
Figura 19 - Digestão por enzima de restrição XbaI. 1- Padrão de peso molecular 10 pb. 2 a 9 - 
Amostras de digestão pela enzima de restrição XbaI coradas por nitrato de prata 1%. 10 - Fragmento 
íntegro de PCR de REα.  
Fonte: LBCE (2008). 
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Os genótipos encontrados (PP, Pp, pp, XX e Xx) apresentaram uma distribuição 
normal sem nenhum desvio para qualquer grupo (Tabela 6). Entretanto, o alelo P 
(presente em 73,0% das pacientes normais VS. 57,8% das pacientes 
osteoporóticas) está presente na maior parte das pacientes com DMO alta. O alelo 
ancestral p, todavia, está mais distribuído igualmente na mesma população 
(presente em 78,6% das pacientes normais VS. 75,4% das pacientes 
osteoporóticas). 
 
___________________________________________________________________ 
Tabela 6 - Distribuição dos genótipos da população normal e osteoporótica. 
* Não foram encontrados genótipos xx na população estudada. 
___________________________________________________________________ 
    Normal          Osteoporótica  
PP       18,4%        17,6% 
Pp      54,6%       40,2%  
pp      24,0%       35,2%  
XX      15,0%         15,3% 
Xx         75,0%       64,7%  
xx        ----*         ----* 
___________________________________________________________________ 
Fonte: LBCE (2008). 
 
5.4.2 GENE DA APOLIPOPROTEÍNA E (APOE) 
 
As amplificações do fragmento de 186 pb foram feitas a partir de 0,5 μL do DNA 
extraído das pacientes e puderam ser visualizados em gel de agarose 1% e corados 
com brometo de etídio 10% (Figura 20).   
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Os perfis encontrados foram: E2E2, E3E3, E4E4, E2E3, E2E4, E3E4 como visto na 
(Figura 21). As “digestões” foram visualizadas em gel de poliacrilamida 10% e 
coradas com nitrato de prata. Após as amplificações, 2,5 μL do volume total do 
produto de PCR foram “digeridos” pela enzima de restrição HhaI (Figura 22) - para 
análise dos polimorfismos existentes e determinação dos genótipos das pacientes. 
As “digestões” foram visualizadas em gel de poliacrilamida 10% e coradas com 
nitrato de prata 1%. 
Na tabela 7 pode-se observar o perfil populacional (por genótipo) encontrados no 
estudo. 
  
  
                                
  
                            
 
 
 
Figura 20 - Qualificação PCR APOE. 1- Padrão de peso molecular 50 pb. 2 a 9 - Amostras de DNA 
em gel de agarose 1% coradas com brometo de etídio.10 – Controle negativo 
Fonte: LBCE. 
 
 
 
 
 
 
 
  1      2     3    4    5     6     7     8     9     10 
186 pb 
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     L 1     2     3     4     5      6 
                               
Figura 21 – Digestão por enzima de restrição HhaI. L: Padrão de peso molecular 25 pb; 1, 2, 3, 4, 5, 
6: Amostras  de digestão pela enzima de restrição HhaI coradas por nitrato de prata1% (E2E2, E2E3, 
E2E4, E3E3,E3E4, E4E4). 
Fonte: LBCE. 
 
 
 
 
Tabela 7 – Perfil populacional (por genótipo do Gene da ApoE) encontrados no estudo. 
*Dados expressos em mediana e desvio padrão. 
 
Fonte: LBCE. 
 E2E2 E2E3 E2E4 E3E3 E3E4 E4E4 
n (%)   3,1%  13,1%     6,2%     62%       14,7%    
0,7% 
Altura (cm) 146,45±3,59 154,97±5,38 153,56±5,92 153,79±12,65 152,34±5,53 151 
Peso (kg) 59,7±9,04 65,46±16,32 66,86±10,145 66,7±13,14 62,26±9,21 58,5 
Idade 
(anos) 
70,5±5,74 66,82±9,71 61,37±4,86 63,64±8,35 63,7±8,13 64 
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  5.5 RESULTADOS SOROLÓGICOS E IMUNOENZIMÁTICOS DE 
MARCADORES DO METABOLISMO ÓSSEO 
 
Para entender-se o metabolismo mineral, analisaram-se os elementos minerais, 
marcadores de formação e de reabsorção óssea, como a osteocalcina e o CTx e 
outros parâmetros bioquímicos. Não foi verificada nenhuma alteração significativa 
nos parâmetros bioquímicos séricos como cálcio, fósforo, creatinina, magnésio e 
outros analisados e descritos na Tabela 8.  
  
___________________________________________________________________ 
Tabela 8 - Perfil sérico das pacientes normais e osteoporóticas envolvidas neste 
estudo. *Dados expressos em mediana e desvio padrão. 
___________________________________________________________________ 
          Normal       Osteoporótica  
Cálcio (mg/dL)        9,256±0,14     9,135±0,21 
Creatinina (mg/dL)        1,095±0,03     1,067±0,03 
Fosfatase Alcalina (U/L)       64,37±1,96     61,15±2,12 
Fósforo (mg/dL)        3,857±0,07     3,678±0,07  
Magnésio (mg/dL)        2,30±0,2      2,26±0,05 
Proteína C Reativa (mg/dL)      7,64±0,51      7,34±0,80 
Lipídeos Totais (mg/dL)       730,46±18,05              666,51±19,00 
Colesterol Total (mg/dL)       230,07±4,61     218,28±5,64 
HDL Colesterol (mg/dL)         63,7±1,5               62,4±2,1 
Triglicérides (mg/dL)       221,25±12,65                192,98±10,47 
Fosfolipídeos (mg/dL)       274,33±5,98     262,07±6,76 
___________________________________________________________________ 
Fonte: LBCE. 
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Ademais, não foram observados alterações no CTx sérico entre todas as pacientes 
(osteoporóticas e normais) além de nenhum efeito da idade neste parâmetro 
(Gráficos 6 e 7).  
 
  
Gráfico 6 – Concentração sérica do fragmento C-terminal de colágeno tipo I (CTx) em pacientes 
osteoporóticas e normais. Não há diferenças significativas entre os dois grupos de pacientes. 
Fonte: LBCE. 
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Gráfico 7 – Influência da idade na concentração sérica do fragmento C-terminal de colágeno tipo I 
(CTx) em pacientes osteoporóticas e normais.  
Não há diferenças significativas neste parâmetro com o envelhecimento. 
Fonte: LBCE. 
 
Contudo, foi observado um aumento significativo da osteocalcina circulante nas 
pacientes osteoporóticas que parece, também, ser influenciado pela idade das 
pacientes (Gráficos 8 e 9). 
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Gráfico 8 – Concentração sérica da osteocalcina em pacientes osteoporóticas e normais. Observa-se 
um aumento significativo da osteocalcina nas pacientes osteoporóticas (6,025 ng/mL) em relação às 
normais (3,678 ng/mL) p<0,05. 
Fonte: LBCE. 
 
Gráfico 9 – Influência da idade na concentração sérica da osteocalcina em pacientes osteoporóticas e 
normais.  
Há diferenças significativas neste parâmetro com o envelhecimento. 
Fonte: LBCE, 2008. 
* 
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5.6 PAPEL DOS ALELOS EM ALGUNS DOS PARÂMETROS 
SOROLÓGICOS DO METABOLISMO MINERAL 
 
5.6.1 GENE DO RECEPTOR DE ESTROGÊNIO ALFA (REα) 
 
Para entender o papel de cada um dos alelos nos parâmetros sorológicos do 
metabolismo ósseo, analisou-se a influência dos alelos P, p, X e x na DMO, na 
concentração do fragmento C-terminal de colágeno tipo I (CTx), osteocalcina e 
fosfatase alcalina (FA) em todas as pacientes e nos grupos separadamente 
(osteoporóticas e normais).  
Conforme explicitado na Tabela 6, encontrou-se em nossa amostra uma prevalência 
do alelo P em relação ao seu alelo ancestral p. Na Tabela 8 pode-se verificar que o 
alelo P correlaciona-se fortemente com alta DMO (p<0,05) em toda a população 
estudada e se reproduz quando analisada a população com idade acima de 65 anos. 
Contudo, quando analisadas apenas as pacientes com idade menor que 65 anos, 
não foi obtida tal significância. Também não foi observado significância estatística 
quando relacionados aos alelos X e x (Tabela 9). 
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___________________________________________________________________ 
Tabela 8 - Agrupamento alélico e a influência destes alelos na DMO da população 
estudada. 
*Estatisticamente significante (p < 0,05). 
___________________________________________________________________ 
Genótipos             População                     p valor  
(PP+Pp) X (pp)  Todas as pacientes          0,0398* 
(PP+Pp) X (pp)  Idade > 65 anos          0,0082* 
(PP+Pp) X (pp)                  Idade < 65 anos                         0,6999 
(PP) X (Pp + pp)  Todas as pacientes          0,8936 
(PP) X (Pp + pp)  Idade > 65 anos                    0,5215 
(PP) X (Pp + pp)   Idade < 65 anos                         0,6030   
___________________________________________________________________ 
Fonte: LBCE. 
 
 
 
 
___________________________________________________________________ 
Tabela 9 - Agrupamento alélico e a influência destes alelos na DMO da população 
estudada. 
* Não foram encontrados genótipos xx na população estudada. 
___________________________________________________________________ 
Genótipos    População                     p valor  
(XX+Xx) X (xx)  Todas as pacientes             ----* 
(XX+Xx) X (xx)        Idade > 65 anos             ----* 
(XX+Xx) X (xx)                   Idade < 65 anos                           ----* 
(XX) X (Xx+xx)  Todas as pacientes          0,7155 
(XX) X (Xx+xx)  Idade > 65 anos                    0,7260 
(XX) X (Xx+xx)  Idade < 65 anos                         0,8209   
___________________________________________________________________ 
Fonte: LBCE. 
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De acordo com a Tabela 10, pode-se verificar que em toda população estudada, a 
presença do alelo p apresenta significativa diminuição de CTx e aumento de 
osteocalcina sem, contudo, alterar a concentração sérica de FA. Já a heterozigose 
Xx promove um aumento significativo de CTx e osteocalcina circulantes sem alterar 
também as concentrações de FA.  
 
___________________________________________________________________ 
Tabela 10 - Papel dos alelos P, p, X e x nas concentrações séricas de fosfatase 
alcalina (FA), fragmento C-terminal de colágeno tipo I (CTx) e osteocalcina em todas 
as pacientes.  
* estatisticamente significante, p<0,05. 
**Não foram encontrados genótipos xx na população estudada. 
___________________________________________________________________ 
       Fosfatase Alcalina        CTx         Osteocalcina            
            (mg/dL)                     (ng/mL)             (ng/mL)           
 
PP             65,2±3,758  0,229±0,021          3,613±0,584            
Pp    63,4±2,041  0,183±0,019*         5,397±0,633*           
pp     62,0±2,544  0,191±0,019*         4,914±0,644*        
XX    62,9±3,850  0,175±0,017          3,825±0,688         
Xx    63,5±1,495  0,201±0,014*         5,056±0,434*           
xx                   ----**         ----**       ----** 
___________________________________________________________________ 
Fonte: LBCE. 
 
Quando analisadas as pacientes osteoporóticas nota-se que a presença dos alelos 
pp representam significativo aumento da osteocalcina em relação ao homozigoto 
PP, sem, contudo, alterar a concentração sérica de CTx e FA. Já a heterozigose Pp 
promove uma diminuição significativa de FA sérica concomitante com aumento da 
osteocalcina circulante, sem, contudo, alterar as concentrações de CTx quando 
comparados com o homozigoto PP. A heterozigose Xx leva a uma diminuição 
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significativa de FA e CTx sem alteração na osteocalcina circulante quando 
comparado com o homozigoto XX (Tabela 11). 
 
___________________________________________________________________ 
Tabela 11 - Papel dos alelos P, p, X e x nas concentrações séricas de fosfatase 
alcalina (FA), fragmento C-terminal de colágeno tipo I (CTx) e osteocalcina em 
pacientes osteoporóticas. 
* estatisticamente significante (p<0,05). 
** Não foram encontrados genótipos xx na população estudada. 
___________________________________________________________________ 
       Fosfatase Alcalina       CTX          Osteocalcina            
          (mg/dL)                (ng/mL)               (ng/mL)  
 
PP       65,84±4,90      1,17±0,09             4,47±0,95          
Pp     55,71±3,75*                1,13±0,06             7,05±1,10*          
pp      62,00±3,28                  1,23±0,07             5,89±1,01*          
XX      67,96±5,18      1,12±0,05             5,35±1,01     
Xx     59,33±2,53*      0,94±0,03*            6,21±0,49     
xx             ----**          ----**       ----**   
___________________________________________________________________ 
Fonte: LBCE. 
 
Quando analisadas a influência da idade nas concentrações séricas de osteocalcina 
e CTx em pacientes osteoporóticas portadoras dos alelos P (grupos PP e Pp) e 
homozigotos ancestrais (pp) observamos diferenças significativas ao aumento da 
osteocalcina e à diminuição de CTx séricos nos grupos estudados (Gráficos 10 e 
11). 
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Gráfico 10 – Influência da idade na concentração sérica da osteocalcina em pacientes osteoporóticas 
portadoras dos alelos P (grupos PP e Pp) e homozigotos ancestrais (pp). Há diferenças significativas 
no aumento da osteocalcina sérica nestes grupos. 
Fonte: LBCE. 
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Gráfico 11 – Influência da idade na concentração sérica do CTx em pacientes osteoporóticas 
portadoras dos alelos P (grupos PP e Pp) e homozigotos ancestrais (pp). Há diferenças significativas 
na diminuição do CTx sérico nestes grupos. 
Fonte: LBCE. 
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5.6.2 GENE DA APOLIPOPROTEÍNA E (APOE) 
 
Ao observar a média da Densidade Mineral Óssea (DMO) de cada sítio em relação 
aos genótipos encontrados, verificou-se relevância significativa no colo do fêmur 
(p<0,05), indicando que existe uma diferença entre os genótipos encontrados e a 
DMO, segundo o teste de ANOVA. É importante ressaltar que o genótipo E2E2 
apresenta uma baixa DMO em todos os sítios observados em relação aos outros 
genótipos. Para verificar entre quais genótipos encontra-se esta diferença, foi feito o 
teste de Post-hoc de Bonferroni que indicou uma diferença significativa entre os 
genótipos E2E2 x E3E3 e E2E2 x E3E4 (p<0,05) no colo do fêmur, como visto na 
tabela 12. É importante observar que o genótipo E4E4 foi excluído deste teste uma 
vez que só dispúnhamos de uma amostra. 
 
Tabela 12 – Densidade mineral óssea dos sítios em relação aos genótipos 
encontrados. 
Perfil 
ApoE 
Rádio Colo do Fêmur * Fêmur Coluna 
E2E2 0,471±0,082 0,539±0,087 0,681±0,172 0,687±0,103 
E2E3 0,549±0,110 0,722±0,146 0,838±0,180 0,887±0,174 
E2E4 0,54±0,077 0,708±0,114 0,834±0,134 0,944±0,243 
E3E3 0,558±0,094 0,734±0,119 0,826±0,116 0,865±0,151 
E3E4 0,569±0,108 0,742±0,125 0,832±0,152 0,947±0,285 
E4E4 0,435 0,671 0,746 0,774 
 Valor de p    0.450 0.045ª 0.316 0.093 
Teste estatístico utilizado:Anova(*). 
a
Post-hoc de Bonferroni:E2E2 x E3E3 e E2E2 x E3E4 p < 0,05. 
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Para verificar a relação da presença e ausência dos alelos encontrados a DMO foi 
subdividida em osteoporose e normal. Foi feito o teste do Qui-Quadrado de 
tendência para todos os sítios, sendo verificada uma significância do alelo E2 no 
rádio, uma vez que, na sua ausência há uma maior incidência das pacientes normais 
do que osteoporóticas, já a presença do alelo relaciona-se a um aumento no número 
de casos de pacientes com osteoporose e diminuição no número de casos de 
pacientes normais, como indicado na tabela 13. 
 
Tabela 13- Presença e ausência dos alelos analisados com a DMO do rádio. 
 Rádio   E2* E3 E4 
  
Ausência Presença Ausência Presença Ausência Presença  
Osteoporose 57,7% 42,3% 23,1% 76,9% 84,6% 15,4% 
 
         Normal 
 
85,1% 14,9% 4,2% 95,7% 72,3% 27,6% 
 
         Valor de 
p 
 
0,0502 0,3193 0,19 
 Teste Qui-Quadrado de tendência. 
* Estatisticamente significante (p < 0,05).   
 
    
 
Na tabela 14, encontramos uma correlação entre alelo E3 e a DMO na coluna, 
sendo que, a presença deste alelo indica um número maior de pacientes normais e 
uma redução do número de osteoporóticos. Já a ausência do alelo indica um 
aumento no número de pacientes com osteoporose e uma diminuição no número de 
normais. 
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Tabela 14 – Presença e ausência dos alelos analisados e comparados com a DMO 
na coluna. 
Coluna   E2 E3* E4  
    Ausência Presença Ausência Presença Ausência Presença   
Osteoporose 
 
76,3% 23,1% 15,4% 84,2% 71,1% 28,2% 
 
         Normal 
 
78,5% 20,9% 4,6% 95,3% 76,2% 23,3% 
 
         Valor de p 0,4764 0,0529            0,4747 
Teste estatístico utilizado: Qui-quadrado de tendência. 
*Estatisticamente significante (p < 0,05)   
 
Não houve correlação entre a ausência e a presença do alelo no colo do fêmur e no 
fêmur como visto nas tabelas 15 e 16. 
 
Tabela 15 – Presença e ausência dos alelos analisados e comparados com a DMO 
do Colo do Fêmur. 
Colo 
do 
Fêmur   E2 E3 E4 
     Ausência Presença Ausência Presença Ausência Presença  
Osteoporose 70% 30% 20% 80% 75% 25% 
 
         Normal 
 
85% 14,3% 4,7% 95% 80% 19,1% 
 
         Valor de p 0,0758 0,7195            0,8581 
Teste estatístico utilizado: Qui-quadrado de tendência 
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Tabela 16 – Presença e ausência dos alelos analisados e comparados com a DMO 
do fêmur. 
Fêmur   E2 E3 E4 
 
  
Ausência Presença Ausencia Presença Ausência Presença  
      
 
  
 
  
 Osteoporose 71,4% 28,6% 19,1% 80,9% 76,2% 23,8% 
 
         Normal 
 
83,3% 16,7% 8,3% 91,7% 79,2% 20,8% 
 
         Valor de p 0,1391 0,3285           0,5229 
Teste estatístico utilizado: Qui-quadrado de tendência. 
 
A comparação da DMO total subdividida em pessoas com osteoporose e sem 
osteoporose, com a presença e a ausência dos alelos encontrados não foi verificada 
relevância significativa como observada na Tabela 17. 
 
Tabela 17- Presença e ausência dos alelos analisados e comparados com a DMO 
total. 
DMO 
total   E2 E3 E4 
     Ausência Presença Ausência Presença Ausência Presença  
  
      
 
  
 
  
Osteoporose 74,1% 25,9% 14,8% 11,1% 75,9% 24,1% 
 
         Sem 
Osteoporose 78,6% 21,3% 20% 80% 74,6% 25,3% 
   
Teste estatístico utilizado: Qui-quadrado de tendência. 
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Em relação aos alelos analisados, segundo o teste de Fisher, foi encontrada 
relevância na coluna do alelo E3 (p < 0,05), indicando que a sua presença relaciona-
se com o aumento do número de pacientes sem osteoporose, já sua ausência está 
relacionada com o aumento do número de casos com osteoporose, como visto na 
tabela 18. Além disso, uma correlação do alelo E2 no rádio mostra que a sua 
presença implica em um aumento do número de pacientes com osteoporose e a sua 
ausência indica um aumento de pacientes sem osteoporose, visto na tabela 19. 
 
 
Tabela 18 – Presença e ausência dos alelos analisadas com e sem osteoporose na 
coluna. 
Coluna   E2 E3* E4 
     Ausência Presença Ausência Presença Ausência Presença  
    
 
          
 Osteoporose 71,8% 28,2% 20,5% 79,5% 69,2% 30,8% 
 
         Sem 
Osteoporose 80% 20% 5,5% 94,5% 82,2% 17,8% 
 
         Valor de p 0,2417 0,0211 0,1619  
Teste utilizado: Fisher. 
*Estatisticamente significante (p < 0,05). 
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Tabela 19 – Presença e ausência dos alelos analisadas com e sem osteoporose no rádio. 
Rádio   E2* E3 E4  
    Ausência Presença Ausência Presença Ausência Presença  
  
 
  
 
         
Osteoporose 60% 40% 20% 80% 84% 16%  
Sem 
Osteoporose 81,7% 18,3% 7,7% 92,3% 76,9% 23,1%  
         Valor de p 0,0309 0,1296            0,5919 
Teste utilizado: Fisher. 
*Estatisticamente significante (p < 0,05). 
Não foi encontrada relevância significativa entre a presença e ausência dos alelos 
encontrados e a DMO no fêmur e no neck, segundo o teste estatístico de Fisher, 
como visto nas tabelas 20 e 21. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
79 
 
 Tabela 20 – Presença e ausência dos alelos analisadas com e sem osteoporose no fêmur. 
 
Teste utilizado: Fisher. 
 
 
Tabela 21 – Presença e ausência dos alelos analisadas com e sem osteoporose no Colo 
do Fêmur. 
Colo do 
Fêmur   E2 E3 E4  
    Ausência Presença Ausência Presença Ausência Presença  
    
 
  
 
    
 
 
Osteoporose 64,7% 35,3% 23,5% 76,5% 76,5% 23,5%  
Sem 
Osteoporose 78,5% 20,7% 8,1% 91,9% 78,5% 20,7%  
         Valor de p 0,2146 0,0719         0,9982
Teste utilizado: Fisher. 
 
 
Fêmur   E2 E3 E4  
    Ausência Presença Ausência Presença Ausência Presença  
                 
Osteoporose 66,7% 33,3% 22,3% 77,7% 77,7% 23,3%  
        
 
Sem 
Osteoporose 79,3% 20,7% 8,1% 91,9% 78,4% 21,6%  
         Valor de p 0,3602 0,0848             0,996 
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6 DISCUSSÃO 
 
Com o aumento da expectativa de vida da população brasileira propiciado pelos 
avanços científicos e descobertas de novos e mais eficientes tratamentos de várias 
doenças, observa-se um aumento do número de pessoas com idade acima dos 65 
anos, o que, consequentemente, vem acompanhado de várias alterações intrínsecas 
da senescência. Essas enfermidades estão sendo bem mais estudadas com a 
finalidade de proporcionar melhor qualidade de vida a esta faixa etária da população. 
Entre estas alterações nos deparamos com doenças crônicas, como diabetes, 
hipertensão, problemas vasculares, artrite e a osteoporose. A osteoporose é definida 
como um distúrbio osteometabólico caracterizado por redução na massa óssea, 
associado à deterioração da microarquitetura óssea, levando a um aumento da 
fragilidade esquelética e do risco de fraturas (SHAW; WITZKE, 1998). Atinge 
majoritariamente mulheres após menopausa, e a sua prevalência vem crescendo 
significantemente devido, principalmente, ao rápido envelhecimento da população, e 
atualmente constitui-se em importante problema de saúde pública, com 
repercussões econômicas e sociais relevantes (RODRIGUES, 2002). 
O conhecimento sobre múltiplos mecanismos ósseos regulatórios deve tanto auxiliar 
o entendimento sobre o remodelamento ósseo quanto oferecer explicações para as 
alterações que ocorrem em várias enfermidades (HILL, 1998). Nos últimos anos tem-
se descoberto a grande complexidade dos mecanismos que influenciam a atividade 
celular óssea, e a vasta expansão de pesquisas sobre o assunto vem ganhando 
êxito, em parte devido ao reconhecimento da osteoporose como importante doença 
que acomete os idosos (ARNETT, 1990). KHOURY (1998), através de meta-análise, 
encontrou evidências fortes sugerindo que a interação entre genes e ambiente 
desempenha um papel importante na Densidade Mineral Óssea (DMO). Sendo a 
DMO considerada o principal indicador de maior risco à osteoporose, vários estudos 
foram realizados no sentido de estabelecer fatores de risco associados à perda de 
massa óssea. A idade avançada, o baixo peso corporal e a ausência de terapias 
contendo estrógenos foram observados (HOGDISON, 2003). A coexistência de 
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determinadas condições ou uso de certos fármacos também podem contribuir para a 
perda óssea (WADE, 2001).  
Existem grandes lacunas nos dados epidemiológicos internacionais sobre a 
prevalência de osteoporose e identificação prospectiva sobre os riscos de fratura. No 
entanto, mesmo sem um sistema de vigilância efetivo, pode-se inferir que a 
modificação da pirâmide etária conferirá importância ainda maior à osteoporose em 
um futuro próximo (MARQUES; LEDERMAN, 1995). Indiscutivelmente, no desfecho 
da osteoporose, a idade tem efeito marcante sobre a DMO.   
O risco de osteoporose depende tanto da massa óssea máxima alcançada nos anos 
da idade adulta jovem quanto do índice de perda de massa óssea nas épocas 
posteriores (LANZILLOTI, 2003).  Na menopausa ocorre um aumento da renovação 
e diminuição da formação óssea em cada unidade de remodelação, o que conduz 
também a uma perda de massa óssea - fator determinante e responsável pela 
gênese da osteoporose - sendo a perda óssea mais intensa nos cinco anos que se 
seguem a ela (CONSENSUS, 1993; GENANT et al., 1989). Por isso, essa condição 
é mais frequente e mais dramática nas mulheres, que chegam a perder cerca de 40 
a 50% da massa óssea (AIRES et al., 1991), o que corresponde a aproximadamente 
metade do seu osso trabecular e 35% de seu osso cortical até o final da vida. 
(RIGGS; MELTON, 1986).  
Recentemente a pesquisa genética tem apontado várias moléculas como potenciais 
preditores prognósticos e terapêuticos da osteoporose. Mutações e polimorfismos 
em genes como os que codificam os receptores de vitamina D (RVD), a 
apolipoproteína “E”, os receptores de Estrogênio  e  (RE e ), a interleucina 6 
(IL-6) e o fator de crescimento insulina símile tipo 1 (IGF-1), mostram alta correlação 
com a baixa DMO durante a senescência (LIU et al., 2003).  
Entre os genes que apresentam mais forte correlação com baixa DMO em mulheres 
está o gene do Receptor de Estrogênio (RE) e, mais recentemente, o gene da 
Apolipoproteína “E” (ApoE) (PLUJIM et al., 2002; SNELLS et al., 2003; ZAJICKOVA 
et al., 2003). Já no gene da Apolipoproteína “E”, a hipótese é que a variação 
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genética em locus da ApoE pode modular a DMO através de seus efeitos sobre as 
lipoproteínas e o transporte de vitamina K. É sabido que a ApoE medeia o transporte 
de vitamina K, a qual é essencial para a carboxilação dos resíduos de ácido 
glutâmico da osteocalcina, uma importante proteína óssea, que faz a ligação do 
cálcio na matriz óssea (KOHLMEIER et al., 1996; KNAPEN et al., 1989).  
Neste trabalho, em parceria com o Centro de Diagnóstico e Pesquisa da 
Osteoporose do Espírito Santo (CEDOES - Vitória, ES) e o Instituto Tommasi de 
Pesquisa e Desenvolvimento (ITPD - Vila Velha, ES), foram estabelecidos um cohort 
de 547 pacientes através do recrutamento e da seleção aleatória de mulheres (já na 
pós-menopausa) estabelecidas na Região da Grande Vitória (ES) com idade igual 
ou superior a 50 anos.  
É sabido que elementos polimórficos presentes no RE estão relacionados com uma 
menor DMO em mulheres menopausadas (VAN MEURS, 2003). Recentemente, 
JAKIMIUK e colaboradores (2007) estabeleceram a prevalência dos sítios 
polimórficos Pvu II e Xba I em uma população de mulheres menopausadas, sem, 
contudo, estabelecer uma relação com a osteoporose. Os resultados aqui 
mostrados, por outro lado, obtiveram algumas associações. Vale lembrar que a 
ausência do sítio de restrição da enzima PvuII é representada pelo alelo P (alelo 
ancestral), enquanto que a ausência do sítio de restrição da enzima XbaI é 
representada pelo alelo X (alelo variante) (IOANNIDIS, et al., 2004). A presença do 
sítio de restrição da enzima PvuII é representada pelo alelo p (alelo variante), 
enquanto que a presença do sítio de restrição da enzima XbaI é representada pelo 
alelo x (alelo ancestral).  
Através das análises de PCR-RFLP realizadas, foi demonstrado que os genótipos 
encontrados (PP, Pp, pp, XX e Xx) apresentaram uma distribuição normal sem 
nenhum desvio para qualquer grupo destacando a importância da homogeneidade 
das amostras em relação aos genótipos. Encontrou-se em nosso estudo uma 
prevalência do alelo P em relação ao seu alelo variante p. Pode-se verificar também 
que o alelo P correlaciona-se fortemente com alta DMO (p<0,05) em toda a 
população estudada e se reproduz quando analisada a população com idade acima  
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de 65 anos. De acordo com alguns estudos como os de GENNARI e colaboradores 
(1998) e KOBAYASHI e colaboradores (1996), o perfil genético pp foi associado 
com uma baixa densidade mineral óssea em mulheres japonesas e italianas, 
contudo outros autores associam a baixa densidade mineral óssea ao perfil PP em 
mulheres norte americanas e finlandesas (LANGDAHI, et al., 1997; MAHONEN, et 
al., 1997). Vale ressaltar que quando analisadas apenas as pacientes com idade 
menor que 65 anos, não foi obtida tal significância. Também não foi obtida 
significância entre os alelos X e x. Estes dados tornam-se relevantes, pois vão de 
encontro ao descrito na literatura científica (WANG, 2007). 
Durante a formação do osso, a produção da matriz colágena precede a 
mineralização. A fase de produção de matriz colágena coincide com uma maior 
produção de fosfatase alcalina - FA, enquanto a mineralização coincide com uma 
maior produção de osteocalcina (STEIN, 1993). A FA é uma enzima codificada pelo 
gene A1P, localizado no cromossomo 1, expressa em vários órgãos e tecidos. A 
isoenzima óssea é um peptídeo de 507 amino ácidos, está localizada na superfície 
externa da célula onde exerce sua atividade. No caso da isoenzima óssea, a 
atividade e a importância da enzima na formação e mineralização da matriz óssea 
ainda é mal definida. As alterações encontradas na hipofosfatasia, doença devida a 
uma mutação no gene codificador da enzima, predominantemente osteomalácia, 
sugerem fortemente que a enzima tenha papel fundamental na mineralização 
(VIEIRA, 1999).  
Os resultados aqui apresentados não mostraram nenhuma modificação nos níveis 
séricos da FA nos pacientes com fenótipos PP, pp e XX. Apenas os genótipos 
heterozigotos Pp e Xx apresentaram decréscimo de Fosfatase Alcalina circulante 
quando comparado com os genótipos PP e XX respectivamente. A presença do 
alelo x na região 351G-A sobre a expressão do próprio RE é ainda controverso 
(GENNARI, 2005). Assumindo que este elemento polimórfico associa-se a uma 
diminuição do REα no tecido ósseo (GENNARI, 2005) é plausível que haja 
diminuição dos genes regulados por estrogênio, entre eles a FA. 
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A osteocalcina é um polipeptídeo secretado pelos osteoblastos maduros, 
condrócitos hipertrofiados e odontoblastos. Apesar de ser depositada em 
quantidades significativas na matriz óssea, sendo uma das proteínas não-colágenas   
mais abundantes, não é um marcador de reabsorção óssea, pois é totalmente 
destruída quando da reabsorção promovida pelos osteoclastos (VIEIRA, 1999). As 
funções da osteocalcina são ainda mal definidas, apesar de sua estrutura indicar 
interação com cálcio e com cristais de hidroxiapatita. Adicionalmente, estudos 
indicam que o aparecimento e aumento de produção da proteína são coincidentes 
com o início do processo de mineralização sugerindo que a osteocalcina possa 
constituir um marcador de formação óssea (OWEN, 1990). Os resultados obtidos ao 
longo deste trabalho mostraram que a osteocalcina está elevada nas mulheres 
osteoporóticas. Foi também aqui demonstrado que ocorre um aumento considerável 
da osteocalcina sérica em mulheres mais velhas, que apresentam menor DMO.  
Ademais, foi mostrado que o alelo p está associado com uma significativa elevação 
desta molécula no soro destas pacientes, enquanto que o alelo P repercute em 
apenas uma ligeira elevação da osteocalcina sérica dependente da idade. 
Acreditamos, portanto, que estes dados reforcem o papel da osteocalcina como 
agente ativador de osteoclastos ou mesmo que estes valores séricos elevados 
reflitam uma tentativa do organismo de aumentar a taxa de formação óssea para 
compensar a perda de matriz mineral. 
É sabido, entretanto, que a principal proteína da matriz óssea é o colágeno tipo I 
produzida também pelos osteoblastos (NIMNI, 1983). Durante a maturação do 
colágeno, as fibrilas colágenas recém depositadas na matriz extracelular são 
estabilizadas pela interligação entre os radicais lisina e hidroxilisina de diferentes 
cadeias. Assim, por ação da enzima lisil oxidase, moléculas de lisina e hidroxilisina 
da porção terminal (telopeptídeos c-terminais de colágeno ou CTx), das moléculas 
de colágeno, formam aldeídos e se condensam com o resíduo de molécula 
adjacente formando uma estrutura interligadora composta de três radicais 
hidroxilisina (piridinolina) ou uma lisina e duas hidroxilisinas (deoxipiridinolina). As 
piridinolinas atuam como interligadores (cross-links) nos colágenos tipo I, II e III, os 
principais de todos os tecidos com exceção da pele. Estes cross-links são, hoje, os 
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principais métodos de avaliação bioquímica da reabsorção da matriz óssea (EYRE, 
1987).  
Neste trabalho, foi observado um aumento de cerca de 10 vezes a concentração 
sérica de Ctx nas mulheres osteoporóticas. Verificou-se também que a presença do 
alelo p representa significativa diminuição de CTx independente de osteoporose 
instaurada. Quando analisadas apenas as pacientes osteoporóticas, contudo, nota-
se que a presença dos alelos pp - quando comparadas ao homozigoto PP - não 
alteraram a concentração sérica de CTx. Interessantemente, a presença do alelo P 
(genótipos PP e Pp) relaciona-se a um decréscimo progressivo e inversamente 
proporcional a idade do paciente das concentrações séricas de CTx enquanto  que a 
ausência do alelo P (genótipo pp) apresenta um perfil oposto, com aumento  
significativo do CTx ao longo do envelhecimento. HERRINGTON e colaboradores 
(2002) notaram que o alelo P resulta em um potencial sítio de ligação para o fator de 
transcrição myb, que na presença de B-myb, é capaz de aumentar 10 vezes a 
transcrição in vitro de um gene repórter clonado posterior ao polimorfismo. Em 
algumas ocasiões, então, a presença do alelo P pode amplificar a transcrição do 
REα (GENNARI et al., 2005). É sabido que o estrogênio é capaz de aumentar a taxa 
de renovação do colágeno, com concomitante elevação da síntese e degradação 
desta proteína pelos osteoblastos (REF). Portanto, é razoável supor que a presença 
do alelo P possa levar a um aumento da expressão do RE, maior síntese e 
degradação de colágeno e, consequentemente, uma maior concentração de CTx no 
soro. 
Em relação ao polimorfismo do gene da Apolipoproteína “E”, foi possível observar 
que existe uma correlação entre a redução da DMO e o aumento da idade em todos 
os sítios analisados, e através da regressão linear podemos verificar uma influência 
maior da idade no rádio com (19,32%), fêmur (17,7%), colo do fêmur (14,8%) e na 
coluna, que apresenta a menor correlação, (3%), indicando que existe uma 
diferenciação nos padrões de redução da DMO, em relação à idade, dependendo 
dos sítios analisados. 
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A média da Densidade Mineral Óssea (DMO) indicou uma redução da mesma em 
todos os sítios analisados para o genótipo E2E2, mas a relevância significativa foi 
encontrada no colo do fêmur, quando comparados entre os genótipos E2E2 x E3E3 
e E2E2 x E3E4, sendo que o genótipo E2E2 possui o menor valor DMO, e os 
genótipos E3E3 e E3E4 os maiores valores de DMO no colo do fêmur, 
demonstrando que o alelo E2E2 está ligado a uma redução da DMO nesta região.  
Devido à baixa prevalência do alelo E4, não foi possível detectar qualquer 
correlação significativa com a DMO, como as observadas por VON MÜHLEN e 
colaboradores (2001), que associam o alelo E4 com um maior índice de fraturas e 
uma baixa densidade mineral óssea.  O alelo E3, quando analisado a DMO na 
coluna, indica que na sua presença há uma diminuição no número de pacientes com 
osteoporose, e a sua ausência relaciona-se a um aumento da incidência de 
osteoporose, verificando assim que o alelo E3 apresenta um perfil protetor em 
relação à DMO. O alelo E3 teve uma alta frequência em nossa população, 
corroborando com estudos feitos anteriormente por VON MÜHLEN e colaboradores 
(2001). 
Na coluna e no fêmur não foi encontrada correlação significativa entre os sítios 
analisados e os alelos encontrados, diferindo de outros estudos como o de WONG e 
colaboradores (2005) que relaciona o alelo E2 à baixa DMO no colo do fêmur. De 
um modo geral, quando comparamos a presença e ausência dos alelos e o número 
de sítios afetados com pela osteoporose, verificou-se novamente a tendência do 
alelo E3 como um fator de proteção em relação à DMO. Podemos dizer que essa 
diferença de correlação pode estar ligada a fatores ambientais, diferenças nos 
padrões alimentares ou ligadas às diferenças de idade das pacientes nos estudos 
analisados. 
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7 CONCLUSÃO 
 
Devido ao grande avanço que vem ocorrendo nas técnicas diagnósticas e 
estratégias efetivas para a prevenção e tratamento da osteoporose, houve um 
aumento abrupto do interesse público, médico e da indústria farmacêutica nessa 
área, na última década.  
Dentre os estudos, a genética da osteoporose, especificamente os Polimorfismos de 
Nucleotídeo Único (SNP’s) do gene do Reα e o do gene da APOE têm despertado 
curiosidade, por parecerem regular os efeitos e possível ligação com as doenças 
associadas ao envelhecimento da mulher (Van MEURS, 2003; OJOPI et al., 2004).  
Diante do exposto, conclui-se que somente o SNP PvuII (presença do alelo p), no 
gene do RE, está relacionado com a baixa DMO, sendo este efeito observado em 
mulheres com idade mais avançada.  Já no SNP HhaI (alelo E2), no gene da APOE, 
pode estar relacionado como um fator de risco para a baixa DMO, e no SNP HhaI 
(alelo E3) pode estar relacionado como um fator protetor em relação à DMO, 
proporcionando assim, um aumento das chances de racionalização da conduta 
terapêutica utilizada na osteoporose pós-menopausa. 
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